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六 个 核 基 因 片 段 在 中 国 颗粒 野生 稻 中 的 单 核 苷 酸 多 态 性 
及 其 在 群体 遗传 学 研究 中 的 应 用 
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摘要 : 为 了 筛选 可 用 于 亚洲 栽培 稻 的 重要 野生 近 缘 物种 颗粒 野生 稻 群 体 遗传 结构 研究 的 有 效 SNPs 标记 ， 
本 研究 共 选 取 Osgstf3 ~ OsNAC6, BADH, XCP2, EMF2 和 ERCC4 6 个 重要 水 稳 功能 基因 ， 检 测 了 来 自 中 国 
云南 和 海南 12 份 颗 粒 野生 稳 代 表 样 品 中 的 单 核 背 酸 多 态 性 ， 结 果 发 现 Osgstf3, OsNAC6, BADH 和 XCP2 
WMA IRA AE Beit FA, (ACE EMF2 和 ERCC4 内 含 子 区 中 检测 到 较 低 的 核 苷 酸 变 异 。 利 用 EMF2 和 
ERCC4 片段 对 来 自 云 南 的 3 个 天 然 群体 和 来 自 海南 的 2 个 天 然 群 体 共 52 个 个 体 进行 了 群体 遗传 学 研究 ， 
发 现 该 物种 具有 高 水 平 的 遗传 分 化 和 低 水 平 的 遗传 变异 的 独特 群体 遗传 结构 ;这 种 剧烈 的 遗传 分 化 不 仅 来 
自 云南 和 海南 两 个 地 区 之 间 ， 而 且 还 来 自 地 区 内 居 和 群 间 ， 说 明 该 野生 稻 生 长 的 热带 、 亚 热带 森林 生境 的 破 
坏 导 致 了 碎 裂 的 居 群 间 基 因 流 强烈 受阻 。 
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SNP Analysis of Six Nuclear Gene Fragments for Studying 
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Abstract; A total of six rice genes of functional importance, including Osgstf3, OsNAC6, BADH, XCP2, EMF2 and 
ERCC4, were selected to assess suitable SNPs for use in an analysis of population genetic structure of Oryza granula- 
ta, a precious wild relative of Asian cultivated rice. An initial survey of 12 representative samples of O. granulata 
from Yunnan and Hainan, China, resolved few SNPs in Osgstf/3, OsNAC6, BADH and XCP2, while low levels of 
variation were recorded within introns of EMF2 and ERCC4. A subsequent SNP survey was conducted within the 
EMF2 and ERCC4 fragments across a sample of 52 plants collected from three and two natural populations in Yunnan 
and Hainan, respectively. This survey showed that O. granulata exhibits fairly high genetic divergence between pop- 
ulations despite low levels of nucleotide diversity. Genetic divergence between populations was evident both between 
and within geographical regions. These findings imply that recent habitat fragmentation in tropical and subtropical 


forests led to severe restrictions to gene flow, which enhanced divergence among populations. 
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FE (Oryza L.) 包含 亚洲 栽培 稻 (0. sati- 
va) 、 非 洲 裁 培 称 ( 0. glaberrima) 和 其 他 21 个 
野牛 种 (Khush, 1997; Vaughan 等 , 2003 ) ， 分 布 
于 亚洲 、 非 洲 、 大 洋 洲 和 美洲 的 热带 、 亚 热带 地 
区 。 在 中 国产 的 3 种 野生 稳 中 ， 颗粒 野生 稳 (0. 
granulata) 仅 分 布 于 云南 、 海 南 和 台湾 三 省 (高 
立志 等 , 1996)。 根 据 Vaughan (1989) 的 分 类 界 
定 ， 疣 粒 野 生 稳 复合 种 被 认为 包含 两 个 二 倍 体 种 
(2n=24): Bil O. granulata Nees et Arn. ex Watt. 和 
O. meyeriana (Zoll. et Mor. ex Steud. ) Baill. ; 基 
于 全 基因 组 DNA 杂交 ， 颗 粒 野生 稻 被 确定 属于 
GG 基因 组 ， 在 称 属 20 余 种 中 与 亚洲 栽培 稻 的 亲 
RRR (Aggarwal 等 ,1997) 。 

野生 稳 不 仅 是 现代 水 稳 遗 传 育种 的 重要 物质 
基础 ， 也 是 适应 未 来 环境 变化 和 人 类 需求 而 培育 
相应 品种 的 前 提 (高 立志 等 , 1996)。 其 中 ， 颗 
粒 野 生 稳 是 最 为 珍贵 的 称 种 资源 之 一 ， 它 抗 白 叶 
枯 病 至 接近 免疫 ， 高 抗 稻 瘟病 、 褐 飞 乱 和 蜡 虫 ， 
并 具有 了 耐量 、 耐 荫 等 诸多 优异 的 性 状 ( 童 琦 和 
李 道 远 , 1994 ) 。 然 而 ， 随 着 经 济 的 快速 发 展 和 
人 类 对 热带 、 亚 热带 地 区 和 森林 破坏 的 加 剧 ， 该 物 
种 因 大 量 居 群 灭绝 和 萎缩 而 处 于 濒危 状态 (高 
立志 等 ，1996) 。 为 了 有 效 地 保护 颗粒 野生 稻 种 
质 资源 ， 近 年 来 ， 中 国学 者 对 其 遗传 变异 和 居 群 
遗传 结构 进行 了 深入 的 研究 。Gao 等 (2000) Fil 
用 12 种 酶 系统 17 个 等 位 酶 位 点 对 采 目 云南 和 海 
南 的 颗粒 野生 稻 15 个 居 群 304 个 个 体 进行 了 遗 
传 多 样 性 人 研究， 首次 报道 了 该 物种 具有 高 水 平 的 
居 群 间 遗 传 分 化 和 低 水 平 的 居 群 内 遗传 多 样 性 的 
独特 居 群 遗传 结构 ; 钱 韦 等 (2000) 用 RAPD 
和 ISSR 分 子 标记 技术 研究 了 云南 和 海南 20 个 颗 
粒 野 生 稻 居 和 群 混合 样品 和 云南 、 海 南 2 个 居 群 内 
的 遗传 多 样 性 ， 比 较 发 现 ， 来 自 云 南 的 颗粒 野生 
稻 居 和 群 的 遗传 多 样 性 略 高 于 海南 居 群 ，Qian 等 
(2001) 分 析 了 云南 和 海南 的 5 个 颗粒 野生 稻 居 
群 , 研究 结果 与 Gao 等 (2000) 获得 的 结论 基本 
一 致 ，Wu 等 (2004) 和 万 亚 涛 等 (2006) 用 
RAPD 和 ISSR 分 析 了 云南 颗粒 野生 稳 居 群 间 和 
居 群 内 的 遗传 结构 ， 结 果 显 示 ， 颗 粒 野 生 稻 居 和 群 

































































间 有 着 较 高 水 平 的 遗传 分 化 ， 而 居 群 内 的 遗传 多 
样 性 很 低 。 上 述 研究 结果 均 表 明 ， 颗 粒 野 生 稻 具 
有 高 水 平 的 居 群 间 的 遗传 分 化 和 低 水 平 的 居 群 内 
的 遗传 变异 的 群体 遗传 结构 。 

迄今 对 中 国 颗粒 野生 稳 的 群体 遗传 结构 进行 
了 上 述 一 系列 的 研究 工作 ， 但 鉴于 这 些 遗传 标记 
本 里 存在 的 局 限 性 ， 仍 值得 进一步 对 该 物种 开展 
群体 遗传 结构 的 深入 研究 。 单 核 背 酸 多 态 性 
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) 是 指 在 
SETA AA KF E ea KE PRE SG | GEL DNA 序 
列 多 态 性 。 随 着 测序 技术 的 迅速 发 展 ，SNPs 已 
成 为 大 规模 遗传 作 图 和 基因 型 分 析 的 重要 工具 
(Henikoff 和 Comai, 2003; Rafalski, 2002; Wang 
等 , 1998) ， 目 前 已 经 广泛 地 应 用 于 分 子 进 化 、 
群体 遗传 学 、 谱 系 地 理学 和 保护 生物 学 等 方面 的 
人 研究 (Akashi, 2001; Brookes, 1999), AIM, 
今 尚 未 有 颗粒 野生 稻 基因 序列 的 SNPs 分 析 及 其 
遗传 多 样 性 和 群体 遗传 结构 的 报道 。 相 比 于 叶 绿 
体 和 线粒体 基因 的 序列 多 态 性 而 言 ， 核 基因 序列 
因 具 有 双亲 的 遗传 特性 而 包含 着 更 为 丰富 的 遗传 

言 息 ， 无 疑 对 深入 认识 遗传 变异 水 平 较 低 的 颗粒 
野生 稳 的 群体 遗传 学 具有 十 分 巨大 的 潜力 。 

水 稻 全 基因 组 测序 的 完成 ( Goff 等 , 2002 ; 
Yu 等, 2002) 及 其 许多 重要 功能 基因 的 相继 克 
隆 (Brookman 等 , 1996; Nakamura 等 , 2007; Xu 
和 Chye，1999; Yoshida 等 ，2001; Soranzo 等 ， 
2004; Li 等 , 2006; Nakashima 等 , 2007; Cho 和 
Kong, 2007; McDaniel 和 Schultz, 2009; Gammul- 
la 等 , 2010) , Ar BeAr] FP Re UL EY AE A BP 
酸 多 态 性 分 析 与 群体 遗传 学 研究 提供 了 独一无二 
的 机 会 。 在 本 研究 中 ， 我 们 共 选 取 6 个 已 克隆 的 
重要 水 稻 功 能 基因 ， 在 对 颗粒 野生 稻 克 隆 测序 得 
到 的 基因 序列 与 亚洲 栽培 稻 直 系 同 源 基因 比较 的 
基础 上 ， 检 测 了 中 国 颗粒 野生 稻 具 有 广泛 地 理 代 
表 的 样品 中 的 种 内 单 核 苷 酸 多 态 性 (SNPs) 与 结 


构 变 异 多 态 性 (Structural Variation Polymorphisms, 


SVPs) ， 寻 找 适 用 于 开展 颗粒 野生 稳 和 群体 遗 传 学 
和 谱系 地 理学 人 研究 的 候选 核 基因 。 最 后 ， 我 们 利 
用 2 个 具有 和 较 高 序列 变异 的 基因 (EMF2 和 ER- 
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CC4) 片段 对 云南 的 3 个 和 海南 的 2 个 天 然 群体 
进行 了 群体 遗传 学 研究 ， 报 道 了 中 国 颗粒 野生 稳 
天 然 群 体 的 核 苷 酸 变 异 水 平 与 群体 遗传 结构 。 











1 材料 和 方法 
1.1 材料 

选取 分 布 于 云南 及 海南 省 南部 的 具有 广泛 地 理 代表 
的 12 个 天 然 居 群 ( 表 1) ， 每 个 居 群 选取 1 个 个 体 用 于 
单 核 芽 酸 多 态 性 分 析 ， 采 集 植 株 幼 嫩 叶 片 ， 每 株 采 集 5 




















因 的 PCR 引物 依据 亚洲 栽培 稻 中 的 序列 特异 性 设计 (K 
3) 。PCR 扩 增 反应 体系 为 50 uL, A 10xBuffer (Mg 
Plus) 5 pL, dNTP 400 pmol - L’ ， 每 个 引物 0.2 umol : E~” ; 
ExTaq M 1.5 U, #24 DNA 100 ng, PCR 反应 程序 为 : 94 
CHAPE 4 min; 94% 变 性 33Ss，TM (#3) 退火 1 min, 
72 CEH 1 min 30s, 4435 个 循环 ; 最 后 72 °C 延伸 10 
min, 10 % 保存 。PCR 在 Biometra 的 Tegradient PCR 仪 上 
进行 。 在 PCR 反应 结束 后 ，PCR 产物 用 1. 0% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 进行 检测 ， 电 泳 的 同时 加 3 pL 的 Trans2K plus 标 






























































~10 片 ， 放 入 装 有 变色 硅胶 的 自封 袋 中 迅速 干燥 并 保 
存 ， 带 回 实 验 室 进行 总 DNA 提取 。 此 外 ， 还 选取 了 具有 
地 理 代表 性 的 3 个 云南 居 群 和 2 个 海南 居 群 进行 了 群体 
遗传 学 的 研究 ( 表 2)。 每 个 居 群 取 10 ~ 11 株 ， 为 避免 
取 到 克隆 植株 ， 取 样 时 个 体 间 至 少 间 隔 10 m, RE Hh 
叶片 ， 硅 胶 迅 速 干燥 ， 放 置 于 自封 袋 中 保存 ;凭证 标本 
保存 于 中 国 科学 院 昆 明 植 物 所 标本 馆 (KUN) 。 
1.2 DNA 的 提取 和 PCR 扩 增 

采用 改良 后 的 CTAB 法 对 颗粒 野生 稳 的 硅胶 干燥 叶 
片 进行 总 DNA 的 提取 (Doyle 和 Doyle, 1987), Osgstf3 . 
OsNAC6、BADH、XCP2、EMF2 和 ERCC4 共 6 个 候选 基 






























































准 分 子 量 以 初步 判断 PCR 扩 增 是 否 为 目的 片段 。 将 带 有 
目的 片段 的 PCR 产物 用 纯化 试剂 盒 ( 上海 生 工 ) 进行 
纯化 ， 然 后 将 纯化 后 的 产物 送 往 深圳 华 大 基因 研究 院 进 
行 两 端 引物 分 别 测序 。 测 序 引物 为 扩 增 引物 ， 利 用 正 反 
1 引物 分 别 对 两 条 链 进行 测序 。 
1.3 数据 分 析 

核 基因 片段 的 初始 序列 用 软件 Sequencher 4. 1. 4 
(Gene Codes，Ann Arbor，MI) 将 正 反 两 条 序列 进行 拼 
接 ， 将 拼接 好 的 序列 用 Bioedit (Hall, 1999) 软件 包 中 
ClustalW 进行 序列 多 重 比 对 (Thompson 等 ,1994 ) ， 辅 
以 手工 校正 。 在 进行 分 析 时 ， 将 空位 (gap) 当做 缺失 
(missing); 将 长 度 大 于 1 个 碱 基 的 插入 /缺失 处 理 为 单 碱 
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R1 颗粒 野生 稻 材 料 的 采样 地 理 来 源 















































































































































Table 1 Geographical locations of the O. granulata accessions 
编号 Number 代码 Codes 采样 地 点 Sampling Locations 
1 AKS 云南 省 普洱 市 澜 沧 县 Lancang County, Puer City, Yunnan Province 
2 BS 海南 省 白沙 黎族 自治 县 Baisha County, Hainan Province 
3 CJ 海南 省 昌江 黎族 自治 县 Changjiang County, Hainan Province 
4 CN 云南 省 保山 市 昌 宁 县 Changning County, Baoshan City, Yunnan Province 
5 CY 云南 省 临 沧 市 沧 源 县 Cangyuan County, Lincang City, Yunnan Province 
6 FK 云南 省 普洱 市 澜 沧 县 Lancang County, Puer City, Yunnan Province 
JB 云南 省 西双版纳 州 江北 Jiangbei, Xishuangbanna, Yunnan Province 
8 LL 云南 省 保山 市 龙 陵 县 Longling County, Baoshan City, Yunnan Province 
9 SM 云南 省 红河 州 绿 春 县 Luchun County, Honghe Prefecture, Yunnan Province 
10 YJ Zs PG EIN BT LB HH Nabang, Yingjiang County, Dehong Prefecture, Yunnan Province 
11 YCB 海南 省 三 亚 市 崖 城镇 Yacheng County, Sanya City, Hainan Province 
12 ZKX 云南 省 临 沧 市 镇 康 县 Zhenkang County, Lincang City, Yunnan Province 
R2 5 个 颗粒 野生 稳 天 然 居 群 的 地 理 来 源 
Table 2 Geographical origins of the five studied populations of O. granulata 
È PEAR 2E AE A RE 
e 地 理 位 置 Ceographic Locations PA | 
YCB 海南 省 三 亚 市 崖 城 县 Yacheng County, Sanya City, Hainan Province 10 18°22" 109°10' 
CJ 海南 省 昌江 黎族 自治 县 Changjiang County, Sanya City, Hainan Province 10 19°03" 108°50' 
JB 云南 省 西双版纳 江北 Jiangbei, Xishuangbanna, Yunnan Province 11 22°01' 100°48" 
AKS 云南 省 临 沧 市 沧 源 县 Cangyuan County, Lincang City, Yunnan Province 10 23°22! 98°50’ 
LL 云南 省 保山 市 龙 陵 县 Longling County, Baoshan City, Yunnan Province 11 24°19" 99°01" 






































540 植物 分 类 与 资源 学 报 第 35 卷 
表 3 用 于 扩 增 颗粒 野生 稳 6 个 基因 所 用 的 PCR 引物 
Table 3 The primers used for the PCR amplifications of the six gene fragments in O. granulata 
基因 登录 号 Gene Bank ID 基因 名 称 Genes 引物 (5'-3') Primers 退火 温度 TM/°C 
ATAAGGCCACTCGAGCCCATC 61.92 
303 201353 Osgs 
080350133300 se CAGCCACTGCTCGTAAACATC 59.97 
TCCTCGAAACCCACCACCTC 61.90 
a alt caine TGTACAGCCGACACAGCAC 59.72 
TGTACTGACAGCACCTCAAAAG 58.21 
s03 
980380815100 HADH GGGAATAGCGAGGTTGGTA 57.56 
GCAAAGCTTAAAGCCTTGGCATG 60.17 
050380198690 Aap GAGAAGGCGTAGTCCATGAG 59.85 
0301 20948100 ERCCA TGGTACACTGGATGGAGCTG 59.85 
GTCGGGAGCACTGTITATCAC 59.97 
GTACCTTGGGCTTGTGAG 57.30 
sal ce anra CTTGGGCAATGTGCTGTG 57.30 


基 的 插入 /缺失 。 所 有 的 插入 /缺失 位 点 被 视 为 第 五 碱 
Ze, 并 进行 了 重新 编码 。 采 用 MEGAS. 0 (Tamura 等 ， 
2011) 进行 SNP 检测 和 非 加 权 组 平均 法 构建 聚 类 树 ， 建 
树 的 自 展 值 设 为 1 000。 运 用 DNASP 4. 10 (Rozas 等 ， 
2003) 软件 统计 了 EMF2 和 ERCC4 片段 的 单 倍 型 ， 在 居 
群 水 平 上 对 核 背 酸 多 态 性 (ar) (Nei 和 Li, 1979)， 单 倍 
型 多 态 性 (h) 和 分 离 位 点 数目 (S) 进行 了 检测 。 利 用 
DNASP 4. 10 软件 对 居 和 群 间 遗 传 分 化 系数 (G,,) 和 居 群 间 
的 平均 基因 流 CN) (Nei, 1973) 进行 了 估算 。 利 用 
TCS1.2 软件 (Clement 等 , 2000) 构建 EMF2 和 ERCC4 
片段 的 单 倍 型 网 络 图 。 这 种 方法 应 用 漳 祖 理论 (coales- 
cent theory) 来 推测 单 倍 型 的 亲缘 关系 ， 基 于 统计 简约 性 
产生 单 倍 型 网 状 关系 并 保存 了 单 倍 型 之 间 95% 的 最 简约 
节点 。 应 用 ARLEQUIN 3.0 (Excoffier 等 , 2005) 对 居 群 
进行 遗传 结构 的 分 子 方差 分 析 (AMOVA, Analysis of Mo- 
lecular Variance) (Excoffier 等 , 1992)。 





















































2 结果 
2.1 六 个 核 基因 在 颗粒 野生 稻 和 栽培 稻 间 的 序 
列 变异 比较 及 其 在 颗粒 野生 稳 中 的 单 核 背 
酸 多 态 性 分 析 
在 本 研究 中 ，6 个 候选 核 基因 Osgsif3, OsNACO , 
B4D 厅 、XCP2 EMF2 和 ERCC4 均 成 功 地 在 颗粒 
野生 稻 中 通过 PCR 扩 增 得 到 目标 片段 ， 对 其 进 
行 克 隆 、 测 序 与 序列 比 对 的 结果 发 现 ，Osgs 塘 
经 PCR 扩 增 后 在 颗粒 野生 稳 中 获得 911 bp 的 片 
段 ， 和 亚洲 栽培 稻 的 直系 同 源 序 列 相 比 ， 在 所 测 
序 的 编码 区 上 发 现 有 17 个 单 核 背 酸 的 变异 ， 其 
中 有 1 bp 的 缺失 ， 两 者 的 相似 度 为 88% ; Os- 
NAC6 经 PCR 扩 增 后 在 颗粒 野生 稳 中 获得 871 bp 


的 片段 ， 和 亚洲 栽培 稻 的 直系 同 源 序列 相 比 ， 在 
编码 区 发 现 有 36 个 单 核 背 酸 的 变异 ， 其 中 3 bp 
的 缺失 ， 两 者 的 相似 度 为 83%; BADH 经 PCR 
扩 增 后 在 颗粒 野生 稻 中 获得 515 bp 的 片段 ， 和 
亚洲 栽培 稻 的 直系 同 源 序 列 相 比 ， 在 编码 区 发 现 
15 个 单 核 昔 酸 的 变异 ， 两 者 的 相似 度 为 86% ; 
XCP2 经 PCR 扩 增 后 在 颗粒 野生 稻 中 获得 733 bp 
的 片段 ， 和 亚洲 栽培 稻 的 直系 同 源 序列 相 比 ， 在 
44 ~52 bp, 72 ~77 bp 352 ~355 bp 379 ~384 bp 
Fil 400 ~408 bp 发 现 5 处 碱 基 的 插入 /缺失 ， 两 者 
的 相似 度 为 89% ; EMF2 经 PCR 扩 增 后 在 颗粒 
野生 稳 中 获得 1592 bp 的 片段 ， 和 亚洲 栽培 稻 的 
直系 同 源 序列 相 比 ， 在 编码 区 域 发 现 12 个 单 核 
昔 酸 变异 ， 两 者 的 相似 度 为 86%; ERCC4 经 
PCR 扩 增 后 在 颗粒 野生 稻 中 获得 1 652 bp AY Hr 
段 ， 和 亚洲 栽培 稻 的 直系 同 源 序 列 相 比 ， 在 编码 
区 域 发 现 2 个 单 核 昔 酸 的 变异 并 导致 2 个 非 同 义 
替换 ， 两 者 的 相似 度 为 87% 。 

对 来 自 云 南 和 海南 具有 广泛 地 理 代表 的 12 
个 颗粒 野生 稻 样 品 的 单 核 苷 酸 多 态 性 分 析 扫 描 后 
RIL, OsNAC6, BADH 和 XCP2 片段 中 未 检测 到 
SNPs; Osgsif3 片段 呈现 出 低 水 平 的 多 态 性 ， 仅 检 
测 到 2 个 SNPs (90bp，Ce>*G; 205 bp, GA). 
相对 而 言 ，EMF2 和 ERCC4 片段 在 种 内 均 呈 现 
出 相对 较 高 的 单 核 苷 酸 多 态 性 ( 表 4，5 )。 
EMF2 片段 在 颗粒 野生 稻 种 内 共 发 现 17 个 SNPs, 
平均 约 每 94 bp 出 现 1 个 SNP， 还 检测 到 14 个 
InDels (搬入 /缺失 ) ， 它 们 分 布 在 113 bp (1 bp)、 
341 bp (1 bp)、 576 ~585 bp (10 bp), 662 ~ 663 
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bp (2 bp), 667 ~ 668 bp (2 bp), 678 ~711 bp 
(34 bp), 729 ~ 768 bp (40 bp), 774 ~ 791 bp 
(18 bp), 802 ~ 888 bp (87 bp), 946 ~ 977 bp 
(32 bp), 998 ~999 bp (2 bp), 1416 bp (1 bp), 
1498 ~1508 bp (11 bp) #11555 bp (1 bp) 处 
(424); 在 ERCC4 片段 的 非 编 码 区 检测 到 了 较 
为 丰富 的 单 核 背 酸 多 态 性 ， 在 颗粒 野生 稻 中 共 检 
测 到 17 个 SNPs， 平 均 约 每 97 bp 出 现 1 个 SNP， 
还 检测 到 3 个 InDels， 它 们 分 布 在 628 ~ 629 bp 
(2bp)、866 ~882 bp (17 bp) 和 1470 ~1479 bp 


(10bp) 处 ( 表 5)。 

基于 EMF2 和 ERCC4 片段 的 颗粒 野生 稻 单 
核 背 酸 多 态 性 信息 ， 构 建 了 来 自 云 南 和 海南 12 
个 颗粒 野生 稳 供 试 样品 的 UPGMA 聚 类 树 (图 
1)。 结 果 发 现 ， 无 论 EMF2 (图 1: A) 还 是 
ERCC4 (图 1: B) 均 将 来 自 云 南 (FK、ZKX、 
YJ、CY、JB、AKS、SM、CN、 和 IL) 和 海南 
(CJ, BS 和 YCB) 的 样品 明显 聚 为 两 大 分 支 ， 
表明 分 布 于 云南 和 海南 的 居 群 已 经 发 生 了 剧烈 的 
遗传 分 化 。 























表 4 EMP 基因 片段 在 颗粒 野生 稳 中 的 单 核 音 酸 多 态 性 
Table 4 Single nucleotide polymorphisms of the EMF2 gene fragment in O. granulata 


FAY FFARR (EL Sites of Nucleotides 














材料 来 源 1 1 1 1 1 1 1 
Source Origins 5 6 6 6 6 6 9 9 9 9 0 2 2 2 2 2 3 
7 4 6 7 7 7 1 1 3 7, 2 2 3 3 3 7 2 
6 3 0 0 1 4 1 6 2 9 0 4 3 5 9 8 7 
AKS T A G G T T C A T G G A T G A G T 
BS T T T A C C C A T A G G J G G G G 
CJ 一 A 业 G G G C C A A A G T A G G G 
CN A A G G T T C A T G G A T G A G T 
CY A A G G T T C A T G G A T G A G T 
FK T A G G T T C A T G G A T G A G T 
JB T A G G T T C A T G G A T G A G T 
LL A A G G T T C C T G G A T G A G T 
SM A A G G T T C A T G G A T G A G T 
YJ A A G G T T C A T G G A T G A G T 
YCB T T T A C C C G T A A G C G G A G 
ZKX A A G G T T T A T G G A T G A G T 
#5 ERCCA 基因 片段 在 颗粒 野生 舟 中 的 单 核 背 酸 多 态 性 
Table 5 Single nucleotide polymorphisms of the ERCC4 gene fragment in O. granulata 
HZH RME Sites of Nucleotides 
材料 来 源 1 1 1 1 1 1 1 
Source Origins 1 4 4 5 6 7 8 8 9 9 0 1 2 2 2 3 4 
7 4 4 6 0 5 2 5 4 8 9 0 0 1 1 1 8 
0 2 6 0 2 1 0 6 6 8 0 2 9 0 1 7 7 
AKS C G G C G A A A C T A C A T T G G 
BS T - A A A G C G T T A C A T T A G 
CJ T 一 A A A G C C T A G T T G T A T 
CN C G A C G A A G T T A C A T A A G 
CY C G A C G A A G T T A C A T T A G 
FK C G G C G A A A C T A C A T T G G 
JB C C G C G A A A T T A C A T T A G 
LL C C A C G A A G T T A C A T A A G 
SM C G A C G A A G T T A C A T T A G 
YCB T 一 A A A G C C T A G T T G T A T 
YJ C G A C G A A G T T A G A T T A G 
ZKX C C A C G A A G T T A C A T T A G 
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Fig. 1 


2.2 EMF2 和 ERCC4 在 颗粒 野生 稻 天 然 居 群 中 
的 序列 变异 分 析 

对 5 个 颗粒 野生 稳 天 然 居 群 52 个 个 体 的 
EMF2 和 ERCC4 片段 进行 了 测序 ， 比 对 后 序列 
长 度 分 别 为 1 592 bp 和 1 652 bp。 其 中 ，EMF2 
片段 共 检测 得 到 4 种 不 同 的 单 倍 型 。 通 过 对 单 倍 
型 序列 间 进 行 比 对 ， 共 发 现 了 26 个 变异 位 点 
( 表 6)， 包括 18 处 碱 基 蔡 换 (substitutions) 和 
8 处 插入 /缺失 (indels) ， 其 中 8 处 插入 /缺失 分 





ZKX 
AKS 
CN 
LL 
FK 
YCB 
BS 
CHX 





+t tt tt 
0.0030 0.0025 0.0020 0.0015 0.0010 0.0005 0.0000 








基于 己 距 离 构建 的 颗粒 野生 稳 12 PMA ATE DAZE, OD SCS TS A AT SAE SS PS 


UPGMA tree of 12 individuals of O. granulata based on P-distance. Bootstrap values were shown along the branch for each clade 


别 为 464 bp, 465 bp 和 593 bp 处 的 单 碱 基 的 插 
入 /缺失 以 及 379 bp, 469 bp, 480 bp, 484 bp 和 
1091 bp 处 的 多 碱 基 的 插入 /缺失 。 

ERCC4 片段 共 检测 到 4 种 不 同 的 单 倍 型 。 通 
过 对 单 倍 型 序列 间 进 行 比 对 ， 共 发 现 了 19 个 变异 
位 点 ( 表 7)， 包括 15 处 碱 基 替换 (substitutions) 
和 4 处 插入 /缺失 (indels)， 其 中 的 4 处 插入 / 缺 
失 分 别 为 1080 bp 处 的 单 碱 基 插 入 /缺失 和 36 bp, 
638 bp 和 895 bp 处 的 多 碱 基 的 搬入 /缺失 。 


#6 EMF2 核 基因 片段 在 颗粒 野生 稻 4 种 单 倍 型 间 的 序列 变异 位 点 


Table 6 


Variable sites within the aligned sequences of the EMF2 genic fragments in the four haplotypes of O. granulata 


变异 位 点 Variable sites 











单 倍 型 l 
3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 6 6 8 8 8 8 9 0 
Haplotype 

7 7 6 6 6 6 6 7 7 7 8 8 8 4 5 7 9 9 1 2 0 1 2 3 2 9 

8 9 2 4 5 8 9 2 3 6 0 3 4 2 8 3 2 3 4 5 8 8 9 3 1 1 

H1 T @ G - - A - G T T - G X A T G ATG T A A G A T # 
H2 A @ G - - A - G T T - G XATGATGT A A G A T # 
H3 T@ T - T G - A C C - - - A T AGT G C G GG GG = 

H4 - T T T G & G G G x A ® G A A - - A T A G A G G # 


@ : TTTTTTTGC; &; 


AC; *; GGG; X: GATTTGGTCGCAGAAATGTTGCTTCGCTTCT; #: GGGCAATCTCA 


表 7 ERCC4 核 基因 片段 在 颗粒 野生 稻 4 种 单 倍 型 间 的 序列 变异 位 点 


Table 7 Variable sites within the aligned sequences of the ERCC4 genic fragments in the four haplotypes of O. granulata 


变异 位 点 Variable sites 











单 售 型 Pte 
Haplotype 2 3 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8 9 9 0 0 3 
3 0 1 1 1 2 3 3 7 3 6 0 7 9 2 6 7 8 5 

6 7 3 4 5 2 4 6 8 8 8 4 3 5 2 4 8 0 4 

H1 $ T T T T T T T T = T T T w C G C C G 

H2 = C T T C T T C T = C T T = C G T C G 

H3 全 C T T C T T C T = C T T = C G T C G 

H4 § C G C C G C C G A C G C 六 T T T A 

§ : AAAAATGTAA; A; AATACTTTTCTTTCTTT; 六 : TA 
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2.3 ”颗粒 野生 稳 天 然 居 群 中 的 遗传 多 样 性 水 平 

利用 TCS1. 2 软件 构建 了 核 基因 EMF2 和 
ERCC4 片段 的 单 倍 型 网 络 图 (图 2)。 对 于 EMF2 
来 说 , 来自 海南 的 两 个 居 群 (CJ 和 YCB) 尽管 
在 岛 上 有 着 较 远 的 距离 ， 却 共享 单 倍 型 H4， 说 
明了 它们 在 历史 上 可 能 共享 祖先 群体 ;来自 云南 
的 3 MJERE AKS, JB Al LL 的 单 倍 型 分 别 为 H1， 
H3 和 H2 (图 3: A)。ERCC4 的 单 倍 型 在 研究 
居 群 中 观察 到 的 分 布 式 样 与 EMF2 相似 ， 来 自 云 
南 的 AKS 居 群 拥有 的 两 个 单 倍 型 中 ，H1 同时 出 














现在 同 在 云南 的 JB 居 群 、H2 与 来 自 海南 的 YCB 
共享 外 ， 其 余 的 单 倍 型 H3 和 H4 分 别 分 布 在 来 
自 云 南 和 海南 的 LL 和 CJ 居 群 (图 3: B)。 上 述 
结果 表明 ， 颗 粒 野 生 稻 单 倍 型 多 样 性 水 平整 体 上 
极 低 ， 来 自 云 南 的 居 群 遗传 变异 较为 丰富 ， 检 测 
到 的 单 倍 型 在 不 同居 群 中 发 生 了 明显 的 固定 ， 体 
现 了 居 群 之 间 发 生 了 较为 剧烈 的 遗传 分 化 。 

对 核 基 因 EMF2 和 ERCC4 片段 遗传 多 样 性 的 
分 析 结 果 表 明 ( 表 8) ， 取 自 云南 和 海南 颗粒 野生 
稳 的 代表 群体 的 遗传 多 样 性 水 平 极 低 ， 其 中 除了 

















图 2 核 基因 EMF2 (A) 和 ERCC4 (B) 基因 片段 的 单 倍 型 网 络 图 
Fig.2 Haplotype networks of two nuclear EMF2 (A) and ERCC4 (B) gene fragments 





100°0'0"E 


20°0'0"N 


100°0'0"E 
100°0'0"E 


Myanmar 


20°0'0"N 


100°0'0"E 











110°0'0"E 


20°0'0"N 


Vietnam 


20°0'0"N 


图 3 EMF2 (A) 和 ERCC4 (B) 中 检测 到 的 4 种 单 倍 型 在 颗粒 野生 称 5 个 居 群 中 的 地 理 分 布 
Fig.3 The geographic distribution of the four haplotypes detected by EMF2 (A) and ERCC4 (B) in the five populations of O. granulata 
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ERCC4 片段 对 来 自 云南 的 AKS 居 群 检测 到 较 高 水 
平 的 单 倍 型 多 态 性 水 平 (h=0.533) MUA IRA AS 
性 水 平 (a =0.00159) 外 ， 其 余 取样 居 群 的 的 单 
倍 型 多 态 性 水 平和 核 背 酸 多 态 性 水 平均 为 零 。 
2.4 ”颗粒 野生 稳 的 居 群 遗传 结构 

对 颗粒 野生 稳 居 群 遗传 结构 分 析 结 果 表 明 ， 
该 物种 的 居 群 间 存 在 着 高 水 平 的 遗传 分 化 。 基 于 
EMF2 和 ERCC4 估计 的 居 群 遗传 分 化 系数 分 别 
Wi Gop =0. 921 和 Gst: 0.797, N 值 分 别 为 0.01 和 
0.16; 将 上 述 两 个 基因 合并 估计 得 到 Gs,=0. 861 
和 N,,=0.11， 表 明 居 群 间 基 因 流 强烈 受阻 导致 

















了 高 水 平 的 遗传 分 化 。 


AMOVA 分 析 结 果 表 明 (R9), 颗粒 野生 稳 的 
遗传 变异 主要 存在 于 地 区 内 居 群 间 。 基 于 EMF2 和 


表 8 EMF2 和 ERCC4 基因 片段 单 倍 型 分 布 和 颗粒 野生 稳 的 遗传 多 样 性 指数 
Table 8 Haplotype distribution of the EMF2 and ERCC4 gene fragments and measures of genetic diversity in O. granulata 














ERCC4 的 估计 分 别 高 达 54. 55% F190. 44% ; 其 次 为 
地 区 间 的 遗传 变异 ， 分 别 达 45. 45% 和 1.69% ; 居 
群 内 的 遗传 变异 最 低 ， 分 别 为 0.00% 和 7.87% 。 用 
EMF2 和 ERCC4 估计 的 颗粒 野生 称 居 群 间 遗 传 变异 
固定 指数 分 别 为 Fy,=1.00000 (P<0.0001) 和 Fs = 
0.92127 (P<0.0001) ， 表 明 该 物种 居 群 间 存 在 着 十 
分 显著 的 遗传 分 化 ; 地 区 内 居 群 间 遗 传 变异 固定 
指数 分 别 高 达 Fo-=1.00000 (P<0.0001) Fil Foc 
=0.91992 (P<0.0001)， 表 明 该 物种 地 区 内 居 群 
间 的 遗传 分 化 也 十 分 显著 。 我 们 基于 核 基 
EMF2 和 ERCC4 P 距离 构建 了 5 个 颗粒 野生 稻 居 
群 的 UPGMA 到 类 树 (图 4) ， 结 果 发 现 来 自 云南 
和 海南 的 居 群 被 聚 为 两 大 分 支 ， 进 一 步 支 持 这 两 
个 地 区 的 居 群 已 经 发 生 了 剧烈 的 遗传 分 化 。 






































FERE 单 倍 型 在 不 同居 群 中 的 分 布 Distribution of haplotypes in different populations 
基因 Cenes 
Populations n H1 H2 H3 H4 S H h T 

AKS 10 10 0 1 0. 000 0. 00000 
CJ 10 10 0 1 0. 000 0. 00000 
EMF2 JB 11 11 0 1 0. 000 0. 00000 
LL 11 11 0 1 0. 000 0. 00000 
YCB 10 10 0 1 0. 000 0.00000 
AKS 10 4 6 4 2 0.533 0.00159 
CJ 10 10 0 1 0. 000 0.00000 
ERCC4 JB 11 10 0 1 0. 000 0. 00000 
LL 11 11 0 1 0. 000 0.00000 
YCB 10 10 0 1 0. 000 0.00000 
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: 序列 条 数 ; S: 分 离 位 点 数目 ; H: 单 倍 型 数 ; h:; 单 倍 型 多 态 性 ; m: BTR ASHE 


: number of sequences; S; number of segregating sites; H; number of haplotypes; h: haplotype diversity; 77; nucleotide diversity 


表 9 颗粒 野 生 稻 居 群 的 AMOVA 分 析 
Table 9 AMOVA analysis of the O. granulata populations 



























































x j 平方 和 变异 组 4 变异 百分比 PENESTE 
基因 ”变异 来 源 ee an a maká Pi 
Gene Source of variation DF i 7 ‘ . e Fixation Indices P values 
squares components of variation 
地 区 间 Among regions 1 404.435 10. 95060 45.45 F cr =0.45455 0.09677 
ra ae 
地 区 内 居 群 间 oe 3 411.469 13. 14072 54.55 Asc=1.00000 <0. 0001 
EMF2 Among populations within regions 
JERE Within populations 47 0. 000 0. 00000 0. 00 F şr = 1. 00000 <0. 0001 
总 计 Total 51 815.904 24.09132 
地 区 间 Among regions 1 101.454 0. 17492 1.69 Fo, =0.01686 0.38612 
地 区 内 居 群 间 
3 296.31 .385 .44 Esc=0.91992 .0001 
ERCC4 Among populations within regions d d 2 K a ne <09 
JERE Within populations 47 38.400 0.81702 7.87 For=0.92127 <0.0001 
总 计 Total 51 436.173 10.37694 
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一 一 二 一 一 二 一 一 本 一 一 一 一 二 一 一 + 一 一 +1 
0.12 010 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 





图 4 基于 核 基 因 EMF2 和 ERCC4 P 距离 构建 的 5 个 颗粒 野生 
首 居 群 的 非 加 权 组 平均 法 聚 类 树 。 各 分 支 旁 所 示 的 数字 为 该 
分 支 的 就 带 支 持 率 ,各 群体 代码 如 表 5 所 示 


Fig.4 UPGMA tree of the five O. granulata populations was constr- 
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ucted by using nucleotide sequences of EMF2 and ERCC4 based 
on P-distance. Bootstrap values were shown along the branch for 


each clade. Code for each population is shown in Table 5 


3 讨论 

本 研究 首次 检测 和 报道 了 亚洲 栽培 稻 重 要 时 
生 近 缘 物 种 颗粒 野生 稳 种 内 单 核 芽 酸 多 态 性 。 在 
选用 的 6 个 重要 水 稳 功 能 基因 中 ，Osgst3、0s- 
NAC6、BADH 和 XCP2 在 中 国 颗 粒 野 生 称 广 泛 地 
理 代表 样品 中 的 单 核 背 酸 多 态 性 接近 于 零 ， 在 
EMF2 和 ERCC4 中 亦 仅 检测 到 较 低 的 核 苷 酸 变 
异 ， 从 而 在 单 核 苷 酸 水 平 上 进一步 证 实 了 种 内 遗 
传 变异 贫乏 是 该 物种 的 特性 ， 与 我 们 以 前 的 研究 
结果 十 分 吻合 〈 高 立志 等 , 2000) 。 当 然 ， 由 于 
Em i 较为 强烈 的 纯化 选择 也 

能 导致 它们 维持 较 低 水 平 的 遗传 变异 。 在 
机 
于 云南 和 海南 共 12 份 中 国 颗 粒 野 生 稳 代表 样品 
中 检测 到 的 SNPs 和 SVPs 均 仅 出 现在 基因 的 内 
含 子 区 ， 这 与 我 们 在 其 他 野生 稻 中 观察 到 的 结果 
一 致 ;这些 非 编码 区 中 进化 上 呈 中 性 的 丰富 SNPs 
为 我 们 进一步 研究 和 认识 颗粒 野生 稻 的 群体 遗传 
结构 与 分 子 进 化 提供 了 有 价值 的 遗传 标记 。 

利用 核 基因 EMF2 和 ERCC4 片段 对 来 自 云 
南 的 3 个 天 然 群 体 和 来 自 海南 的 2 个 天 然 群 体 进 
行 了 群体 遗传 学 研究 ， 在 单 核 背 酸 水 平 上 证 实 了 
中 国 颗粒 野生 稻 具 有 高 水 平 的 居 群 间 遗 传 分 化 和 
低 水 平 的 居 群 内 遗传 变异 的 独特 群体 遗传 结构 ， 
这 与 以 前 我 们 利用 等 位 酶 分 析 (高 立志 等 ， 
2000) 和 其 他 研究 者 利用 RAPD FI ISSR 等 分 子 标 
记 技术 (B, 2000; Qian 等 , 2001; Wu 等 ， 
2004; 万 亚 涛 等 , 2006) 所 获得 的 结论 一 致 。 我 们 
对 颗粒 野生 稳 居 群 遗 传 结构 人 研究 结果 进一步 揭示 






































了 该 物种 剧烈 的 遗传 分 化 不 仅 来 自 云南 和 海南 两 
ieee 而 且 还 来 自 地 区 内 居 群 间 ， 说 明 热 

、 亚 热带 生境 的 破坏 导致 了 碎 裂 的 居 群 间 基 因 
i 

在 稻 属 系统 发 育 中 颗粒 野生 稻 位 于 基部 (Ge 
H 1999) ， 是 目前 稻 属 中 最 为 缺乏 了 解 的 植物 

。 本 研究 检测 了 6 个 核 基因 片段 在 中 国 颗粒 
We Eis 通过 利用 核 背 酸 变 
异 较为 丰富 的 核 基 因 片 段 对 颗粒 野牛 稻 代表 天 然 
居 群 开展 了 初步 的 群体 遗传 学 研究 ， 证 明了 单 核 
苷 酸 多 态 性 分 析 可 以 成 为 深信 开展 颗粒 野生 稻 群 
体 遗 传 学 、 谱 系 地 理学 和 保护 生物 学 等 方面 研究 
的 重要 工具 。 基 于 单 核 芽 酸 多 态 性 分 析 对 颗粒 时 
生 称 在 世界 范围 内 更 为 广泛 地 取样 ， 开 展 群 体 遗 



































传 学 研究 ， 必 将 大 大 地 推动 对 这 一 珍贵 野生 稳 种 
质 资源 的 深入 人 研究、 保护 与 有 效 发 据 利 用 。 
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